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(3) Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate 

@ Das Patent beschreibt die Herstellung und Verwendung 

von phosphoreszierenden Polyelektrolytmolekulen (Poly- 

elektrolytphosphore). Dazu werden phosphoreszierende 

Metall-Liganden-Komplexe (vorzugsweise Ruthenium(ll)- 

komplexe mit Polypyridyl-Liganden) uber elektrostati- 

sche und Van der Waals Wechselwirkungen in Polyelek- 

trolytmolekule eingeschlossen. Dabei entstehen Aggre- 
gate, die sich durch aufcergewohnliche physikaHsche und 

photophysikalische Eigenschaften auszeichnen. Die wich- 

tigste Eigenschaft dieser Aggregate besteht darin, date 

der angeregte Zustand des phosphoreszierenden Metall- 

Ligand-Komplexes durch den umhullenden Polyeiektroly- 

ten abgeschirmt wird. Darnit hat die Anwesenheit typi- 

scher Phosphoreszenzioscher wie molekularer Sauer- 

stoff, Ascorbat oder Bisulfit keinen oder nur geringen Ein- 

fluft auf die Phosphoreszenzeigenschaften (Quantenaus- 

beute und Lebenszeit). Im Vergleich zu kurzlich vorgestell- 
^ m ten phosphoreszierenden Nano- und Mikropartikeln ist 
^ die Grofte phosphoreszierender Polyelektrolyte wesent- 

lich geringer. Die mittleren Molekulmassen liegen im Be- 
U> reich von 20000 bis 1 000000 je nach der Art des eingesetz- 
^ ten Polyelektrolyten. Damit sind sie neben Quantumdots 
^" und Phycobiiiproteinkomplexen die kleinsten bekannten 
IXJ polymeren Lumineszenzmarker. 

^ Die typischen Lumineszenzabklingzeiten der phosphores- 
q zierenden Polyelektrolyte liegen im Bereich von 500 Na- 
q nosekunden bis 6 Mikrosekunden. 

^ Die Polyelektrolytphosphore konnen vielfaltige Anwen- 
dungen in der Bio- und Chemoanalytik ... 

UJ 
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Beschreibung 
Hintergrund der Erfindung 



fOOOll Die Messung der Lurnineszenz ist eine weit ver- 
breitete Methode in der Bio- und Chemoanalytik. Ihre At- 
traktivitat verdankt sie ihrer hohen Empfindlichkeit, der 
Vielseitigkeit sowie der Eliminierung der Strahlenbelastung 
durch radioaktive Markierungsreagenzien. In der Praxis 
werden in der Regel Fluoreszenzmarker eingesetzt, die sich 
durch eine hohe Quantenausbeute auszeichnen eingesetzt. 
Meist wird die Korrelation zwischen Fluoreszenzintensitats- 
signal sowie der Konzentration des Ruoreszenzmarkers in 
der Probe als MeBparameter ausgewertet. Nachteilig wirkt 
sich bei solchen Messungen aus, daB die quantitative Aus- 
wertung der Fluoreszenzintensitat durch eine Vielzahl von 
Faktoren gestort wird. Dabei kann es sich zum einen urn 
Schwankungcn der Intcnsitat im optischen System (Licht- 
queile, Detektor und optischer Weg), aber auch urn intrinsi- 
sche optische Eigenschaften der Probe handeln (Farbung, 
Trubung und Untergrundfluoreszenz) handeln. Urn diese 
Storeinflusse zu eliminieren, benotigt man effiziente Metho- 
den zur Referenzierung der Fluoreszenzsignale. Eine kurz- 
lich patentierte Methode zum Referenzieren von Fluores- 
zenzsignalen beruhl darauf, daB zur Probe ein phosphores- 
zierender Referenzstandard zugegeben wird, der ahnliche 
(im besten Fall identische) spektrale Eigenschaften wie der 
eigentliche Fluoreszenzmarker aufweist 

(DE 198 29 657 Al). In Kombination mit einer Frequenz- 
modulations- oder zeitaufgelosten Lumineszenzmessung 
wird auf diese Weise die Intensitatsinformation in ein Pha- 
sensignal oder einen zeitabhangigen Parameter umgewan- 
delt. Urn auf diese Weise eine fehlerfreie Referenzierung 
des MeBsignals zu realisieren, werden inerte phosphoreszie- 
rende Referenzstandards benotigt, deren Phosphoreszenzei- 
genschaften von den Probenparametern nicht beeinfluBt 
werden. Dafur kommen zum Beispiel phosphoreszierende 
anorganische Feststoffe wie zum Beispiel mit Cr(HI) do- 
tierte Mischoxide in Frage, die in gepulverter Form der 
Probe zugemischt werden konnen. Besser geeignet fur die- 
sen Zweck sind jedoch Phosphoreszenzfarbstoffe, die in or- 
ganische und anorganische Tragermaterialien eingebaut 
werden und in Form von Mikro- oder Nanopartikeln der 
Probe zugemischt werden. Dabei kann es sich um lumines- 
zierende Polypyridylkomplexe mit Ru(E), Os(H), Re(I), 
Pt(E) oder Ir(TII) als Zentralatom, oder phosphoreszierende 
Porphyrine des Pt(E) oder Pd(H) oder Komplexe der Selten- 
erdenmetalle wie Tb(III) oder Eu(Kt) handeln. Eine weitere 
weitverbreitete Methode in der Bioanalytik um lumines- 
zenzmarkierte Molekule sehr empfindlich und ohne Stoning 
durch die Eigenfluoreszenz der Probe nachzu weisen, besteht 
darin, Lumineszenzfarbstoffe zum Markieren der Biomole- 
kiile zu verwenden, die sich durch lange Abklingzeiten (im 
Bereich von 100 ns bis einige Millisekunden) auszeichnen. 
Solche Phosphoreszenzsignale lassen sich durch Zeit- oder 
phasenaufgeloste Messmethoden leicht vom Untergrundsi- 
gnai abtrennen. Es konnen wiederum die oben beschriebe- 
nen Phosphoreszenzfarbstoffe zum Einsatz kommen. 
[0002] Bei alien analytischen Anwendungen bei denen 
phosphoreszierende Molekule eingesetzt werden, besteht 
das Problem, daB die Phosphoreszenzeigenschaften nicht 
nur vom nachzu weisenden Analyten, sondern von einer 
Vielzahl an weiteren Parametern des Mediums beeinfluBt 
wird. Dies ist auf die lange Verweilzeit dieser MoiekUle im 
angcregten Zustand zuruckzufuhrcn. Um die Vortcilc von 
analytischen Phosphoreszenztests (extrem hohe Sensitiyitat) 
nutzen zu konnen, ist es notwendig, daB die photophysikali- 
schen Eigenschaften des Phosphoreszenzfarbstoffs nicht 



oder nur vernachlassigbar von der Zusammensetzung des 
Mediums abhangen. Werden solche Farbstoffe der Probe im 
gelosten Zustand zugegeben, sind diese Voraussetzungen 
nicht gegehen. Tnsbesondere Phosphoreszenzloschung 
5 durch molekularen Sauerstoff sowie oxydative und reduk- 
tiveLoscher bewirken Fehlinterpretationen des MeBsignals. 
[0003] In einer kurzlich beschriebenen Erfindung werden 
phosphoreszierende Farbstoffe in hydrophobe Polymere 
eingebaut um sie vor dem storenden EinfluB des Mediums 
to abzuschirmen (DE 199 33 104.9). Es wurden auf diese 
Weise Partikel mit Durchmessern im Bereich zwischen 50 
Nanometern und wenigen Mikrometern hergestellt. Opti- 
male Einbettungsmaterialien fur die Phosphoreszenzfarb- 
stoffe waren Poly aery lnitril oder Sol-Gele. Diese Materia- 
ls lien zeichnen sich insbesondere durch ihre geringe Permea- 
bilitat fur Gase wie Sauerstoff und ionische Verbindungen 
aus. So war es moglich, den LoscheinfluB von molekularem 
Sauerstoff im Vcrglcich zu den gelosten Farbstoffcn um ei- 
nen Faktor von ca. 100 zu reduzieren. Partikel mit solch 
20 kleinen Dimensionen haben weite Verbreitung in der Bioa- 
nalytik gefunden. Der Grund dafur liegt hauptsachiich in der 
Signalverstarkung wenn statt einzelner kovalent gebundener 
Fluoreszenzmolkiile ein lumineszierender Partikel mit einer 
Vielzahl an eingebauten FarbstofTmolekulen ein einzelnes 
25 Bindungsereignis anzeigt. Auf diese Weise laBt sich ein Ver- 
starkungsfaktor des Lumineszenzintensitatssignals bis zu ei- 
nem Faktor von 1000 zu erzielen. 

[0004] Ein Problem der Anwendung von solchen Partikel 
zum Nachweis der Bindung von Biomolekulen besteht 
30 darin, daB sich bestimmte Eigenschaften des Biornolekuls 
nach Konjugation mit einem Partikel mit Dimensionen von 
100 nm bis zu einigen Mikrometern deutlich verandem kon- 
nen. Dabei handelt es sich um solch wichtige Eigenschaften 
wie Mobilitat (Diffusion), Rotation oder die Affinitat zu ent- 
35 sprechenden Bindungspartnern. Desweiteren werden fur 
Bindungsassavs auf der Basis von strahlungslosen Energie- 
transfer, bei denen ein ET-Partner in einem Partikel einge- 
baut vorliegt, sehr kleine Aggregate benotigt, da ansonsten 
die notwendige raumliche Nahe zwischen Donor und Ak- 
40 zeptor (im Bereich der sogenannten Forsterdistanz) nicht 
gewalirleistet ist. Auch fur Lumineszenzassays zum Nach- 
weis des Bindens von Proteinen auf der Basis von Lumines- 
zenzdepolarisation werden sehr kleine (optimal im GroBen- 
bereich von Proteinen) Phosphoreszenzmarker benotigt. 

45 

Inhalt der Erfindung 



[0005] Diese Erfindung beschreibt eine neue Art von 
Phosphoreszenzmarkem, die sich durch extrem kleine Di- 

50 mensionen (von wenigen Nanometem) und hohe Phospho- 
reszenzhelligkeit auszeichnen. Dazu werden Phosphores- 
zenzfarbstoffe in Polyelektrolytmolekule eingebaut. 
[0006] Aufgrund der elektrostatischen AbstoBung zwi- 
schen den einzelnen gleichartig geladenen Polyelektrolyt- 

55 molekulen erreicht man, daB die GroBe der Farbstoff-Poly- 
elektrolytaggregate im Bereich der MolekulgroBen des Po- 
lyelektrolyten liegen. 

[0007] Auf diese Weise lassen sich extrem kleine phos- 
phoreszierende Aggregate mit moiaren Massen zwischen 
60 10 000 g/mol bis zu mehreren Millionen g/mol auf einfache 
Weise gezielt herstellen. Es werden dazu nur Polyelektrolyte 
mit definierten Molekulmassen benotigt. Trotz der geringen 
Abmessungen wird der angeregte Zustand der eingebauten 
Phosphoreszenzfarbstoffe noch hinreichend effizient abge- 
65 schirmt. Eine Vcrringcrung der Loschung durch molekula- 
ren Sauerstoff um einen Faktor von 20 ist auf diese Weise 
noch zu erzielen. Die auf diese Weise herstellbaren Aggre- 
gate sind wesendich kleiner als Polymerpartikel, die mit 
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Emulsionspolymerisation oder Fallung hergestellt werden 
konnen. Durch gezielte Verwendung von Poly elektroly ten 
mit reaktiven Gruppen (Carboxy, Amino, Sulfo oder Epoxy) 
las sen sich diverse Biomolekiile wie Proteine, Viren, DNA- 
und RNA-Fragmente sowie Oligonukleotide an die phos- 5 
phoreszierenden Poly elektroly taggreg ate koppeln. 
[0008] Die hier beschriebenen phosphoreszierenden Poly- 
elektroly taggreg ate lassen sich sehr einfach und reprodu- 
zierbar herstellen. 

[0009] Aufgrund ihrer sehr geringen Grofie konnen sie fur 10 
viele Anwendungen eingesetzt werden. Sie eignen sich zurn 
Beispiel fiir homogene oder heterogene Immunoassays auf 
der Basis von strahlungslosen Energietransfer, da ihre Ab- 
messungen im Bereich des Forsterradius liegen. Weitere 
Einsatzfelder ergeben sich als phosphoreszierende Refe- 15 
renzstandards, die zu Fluoreszenzassays oder Sensoren zu- 
gegeben werden und dann mit Hilfe von Zeit- oder phasen- 
aufgclostcn McBtcchnikcn die rcfcrcnzicrtc Mcssung der 
Fluoreszenzintensitat des Assays ermoglichen. 

20 

Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

[0010] Die in der Erfindung beschriebenen phosphores- 
zierenden Polyelektrolytaggregate sind in Abb. 1 darge- 
slellt. Die Farbs toff inolekiile werden von dem polymeren 25 
Riickgrat des Poly elektroly ten urnhullt und damit vom um- 
gebenden Medium abgeschirmt. Die Bindung des Farbstoffs 
an den Polyelektrolyten erfolgt vorzugsweise durch zwei 
verschiedene Wechselwirkungen. 

30 

1. elektrostatische Wechselwirkungen, wenn der Farb- 
stoff entgegengesetzte Ladungen als der umhullende 
Polyelektrolyt tragt. 

2. Van -der Waals Wechselwirkungen zwischen hydro- 
phoben Bereichen des eingebauten Farbstoffs und des 35 
polymeren Riickgrats des umhullenden Polyelektroly- 
ten. 

[0011] Wenn beide Arten von Wechselwirkungen zwi- 
schen Farbstoff und Polyelektrolyt stark genug ausgepragt 40 
sind, erfolgt keine Dissoziation des phosphoreszierenden 
Polyelektrolytaggregates. 

[0012] Auch in Anwesenheit von hohen Konzentrationen 
an Fremdelektrolyten (z. B. Natriumchlorid oder Puffer- 
elektrolyte) sind die Aggregate noch stabil. Verdunnungsse- 45 
rien, die bis zu einer Konzentration von 100 pM durchge- 
fiihrt wurden, bewirken keine signifikante Veranderung der 
Phosphoreszenzeigenschaften der eingebauten Phosphores- 
zenzfarbstoffe. Das beweist die Stabilitat der Aggregate. 
[0013] Vorzugsweise werden Phosphoreszenzfarbstoffe 50 
eingebaut, die besonders starke Wechselwirkungen mit dem 
umhiillenden Polyelektrolytmoiekiil eingehen. Dabei han- 
delt es sich vorzugsweise um Farbstoffe, die die entgegen- 
gesetzte Ladung zum Polyelektrolyten tragen, wenn mog- 
lich 2-fach oder 3-fach geladen sind, und zusatzlich hydro- 55 
phobe Bereiche aufweisen. Werden die Ladungen dieser 
Farbstoffe mit lipophilen Gegenionen abgesattigt (wie Per- 
chlorat oder Hexafluorophosphat) sollten sie vollig wasser- 
unloslich sein. Diese Eigenschaften treffen insbesondere auf 
phosphoreszierende Metall-Liganden Komplexe zu, die li- 60 
pophile Liganden besitzen, Dabei handelt es sich vorzugs- 
weise um Metall-Liganden- Komplexe mit RutheniumQI), 
Osmium(H), Rhenium(I), IndiumOII) oder Pt(ll) als Zentra- 
latom. Bei den Liganden handelt es sich vorzugsweise um 
Polypyridylvcrbindungcn mit hydrophoben Scitcngruppcn. 65 
[0014] Die Molekiile des umhullenden Polyelektrolyten 
sollten neben den geladenen Gruppen auch deutlich hydro- 
phobe Bereiche aufweisen, da diese die abschirmende Wir- 
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kung der eingebauten Farbstoffe hauptsachlich bewirken. 
Bei den Polyelektrolyten kann es sich zum einen um Poly- 
mere der Gruppe der Homopolymere handeln, bei denen der 
Monomerbaustein Ladungen tragt und hydrophobe Berei- 
che aufweist. Ein besonders gut geeigneter Polyelektrolyt 
dieser Gruppe, der diese Eigenschaften ausweist ist die Po- 
lystyrensulfonsaure. Die phenolischen Styrengruppen be- 
wirken starke Wechselwirkungen mit vielen Polypyridylli- 
ganden. 

[0015] Es konnen aber Heteropolymere verwendet wer- 
den bei denen die geladenen Gruppen und die hydrophoben 
Bereiche von unterschiedlichen Monomerbausteinen her- 
ruhren. 

[0016] Die Effizienz der Abschirmung der Farbstoffe von 
den Bestandteilen des Mediums hangt aber nicht nur von der 
Struktur des Polyelektrolyten, sondem auch stark von des- 
sen MolekulgroBe ab. Je hoher das Molekulargewicht des 
Polycktrolytcn ist, desto groBcrc Aggregate bildct es mit 
dem Farbstoff, womit die abschirmende Wirkung verbessert 
wird. Da auf Grund hinreichend starker physikalischer 
Wechselwirkungen auf eine kovalente Verknupfung des 
Phosphoreszenzfarbstofres an das abschirmende Makromo- 
lekiil verzichtet werden kann, ist die Herstellung dieser Ag- 
gregate sehr einfach. Es brauchen nur zwei Losungen, von 
denen eine den Polyelektrolyten (wassriges System) und die 
andere den Farbstoff (entweder wassrige Losung oder mit 
Wasser mischbare Losung) gemischt werden. Auf diese 
Weise wird der Farbstoff vollstandig in den Polyelektrolyten. 
eingebaut. Damit ist es moglich die FarbstofTkonzentration: 
definiert einzustellen. Es entstehen def gefarbte vollstandig 
klare Losungen, die intensiv phosphoreszieren. 
[0017] Wird das Mengenverhaltnis Farbstoff zu Polyelek- 
trolyt zu hoch gewahlt - was im Interesse hoher Lumines- - 
zenzsignale wunschenswert ist und tragt der Farbstoff 
mehrere Ladungen konnen wahrend der Herstellung groBe 
Aggregate ausfallen. Dies ist darauf zuruckzufiihren, daB 
der Farbstoff als Vemetzer von mehreren Polyelektrolytmo-- 
lekiilen fungieren kann. Der Anteil an Farbstoff in den Ag-' 
gregaten sollte deswegen 10% (w/w) nicht ubersteigen. 
[0018] Im folgenden werden einige Ausfuhrungsbeispiele 
fur die Herstellung von phosphoreszierenden Polyelektroly- 
taggregaten gegeben. 

Herstellungsvorschriften 

Herstellung von phosphoreszierenden Poly elektroly taggre- 
gaten aus Polystyrensulfonsaure und Ruthenium(II)-tris- 
4,7-diphenyl-l,10 phenanthrolin dichlorid 

[0019] 200 ml einer 2% wassrigen Polystyrensulfonsaure- 
losung (MW. 150.000 Natriumsalz) werden in einem Be- 
cherglas vorgelegt. Diese Losung wird aus einer 20% Lo- 
sung (Aldrich) durch Verdiinnung hergestellt. Dann werden 
100 ml eines EthanolAVasser Gemisches (70/30) in dem 
200 mg an Ruthenium(H)-tris-4,7-dipheny 1-1,10 phenan- 
throlin dichlorid gelost sind unter intensiven Riihren zuge- 
tropft. Es entsteht eine tieforange gefarbte klare Losung. 
Der Ethanol wird anschlieBend durch Erwarmen des Lo- 
sungsgemisches in einem Wasserbad von 80°(] entfernt. 
[0020] Die Polyelektrolytaggregate werden anschlieBend 
durch Gefriertrocknung isoliert. 

[0021] Sie werden entweder im getrockneten Zustand ge- 
lagert oder in einem wassrigen gepufferten System verwen- 
det. 

[0022] Die Quantcnausbcutc und die Lumincszcnzlcbcns- 
zeit des freien Farbstoffs in Losung betragt (unter luftgesat- 
dgten Bedingungen) ca. 0.05 und 700 ns. Die phosphores- 
zierenden Polyelektrolytaggregate sind abgeschirmt und 
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emittieren deswegen wesentlich intensiver nut emer Quan- 
tenausbeute von ca. 0.35 und einer Abklingzeit von 
4.8 usek. In jedem Polyelektrolytmolekul sind ca. 7-8 harb- 
stoff molekule eingebaut. 

[00231 Die An wesenheit von anionisch geladenen reaukti- > 
ven Lumineszenzloschern wie Ascorbat, Sulfit oder Oxalat 
die den freien Phosphoreszenzfarbstoff vollstandig loschen 
hat keinen EinfluB auf das Lumineszenzverhalten der Ag- 
gregate. 10 

Herstellung von phosphoreszierenden Polyelektrolytaggre- 
gaten aus Polystyrensulfonsaure-co-maleinsaure und Ruthe- 
nium(ID-tris-4,4'-diphenyl-2,2' bipyridyldichlond 

[0024] 200mleiner2%wassrigenPolystyrensulfonsaure- 15 
co-maleinsaureldsung (MW. 20.000 Natriumsalz) werden in 
einem Becherglas vorgelegt. Diese Losung wird durch Lb- 
sen des festen Natriumsalzcs dieses Polvclcktrolytcn hcrgc- 
stellt (Aldrich) hergesteUt. Dann werden 100 ml ernes Etna- 
nol/Wasser Gemisches (70/30) in dem 400 mg an Ruthem- 20 
umOT-tris^^-diphenyl^^-bipyridyldichLorid gelost sind 
unter intensiven Ruhren zugetropft. Es entsteht eine Uer- 
orange gefarbte klare Losung. Der Ethanol wird anschhe- 
Bend durch Erwarmen des Losungsgemisches m emem 
Wasserbad von 80°C enlfemt. Dabei kann eine leichte Tru- ^ 
bung der Losung auftreten. Die ausgefallenen groBeren Ag- 
gregate werden durch Zentrifugation abgetrennt und ver- 
worfen. Die entstandene Losung ist wiederum klar. Die Po- 
lyelektrolytaggregate werden aus dieser Losung anschlie- 
Bend durch Gefriertrocknung isoliert Sie werden entweder 30 
im eetrockneten Zustand gelagert oder in einern wassngen 
gepufferten System verwendet. Durch die Verwendung des 
Copolymers sind bereits reaktive Carboxylgruppen vorhan- 
den, die zum Ankoppeln von Biomolekulen verwendet wer- ^_ 
den konnen. 

Patentanspriiche 

1 Phosphoreszierende Polyelektolytaggregate, da- 
durch gekennzeichnet, daB ein oder mehrere Mole- 40 
kule eines lumineszieren Metall-Liganden Komplexes 
von einem einzelnen oder mehreren Molekiilen eines 
Polyelektrolyten umhiillt werden, diese Aggregate Lu- 
mineszenzabklingzeiten im Bereich von 100 Nanose- 
kunden bis 10 Millisekunden aufweisen, in wassngen 4> 
Proben gelost vorliegen und daB die Polyelektroly- 
thulle den angeregten Zustand der Metall-Liganden 
Komplexe abschirmt und damit die Lumineszenzio- 
schung durch Bestandteile der Probe eliminiert oder 
zumindest abschwacht und damit die Lumineszenzei- 50 
genschaften wie Quantenausbeute, spektrales Verhal- 
ten, Lumineszenzabklingzeit und Polansationsgrad 
von der jeweiligen Probenzusammensetzung weitge- 
hend unbeeinfluBt sind. 

2 Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate nach 5> 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Einbau 
der lumineszierenden MetaU Ligand Komplexe in die 
umhullenden Polyelektrolytkomplexe sowohl durch 
elektrostatische als auch hydrophobe Wechselwirkun- 
^en erfolgt. 

3 Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
den lumineszierenden Metall-Liganden Komplexen 
urn kationisch geladene Komplexe mil Ruthenium(II), 
Osmium(ID Rhcnium(I), Iridium(III) Platin(n) und 6> 
Palladium(II) als Zentralatom handelt. 

4 Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate nach 
Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 



den lumineszierenden Verbindungen urn Komplexe mit 
2 oder 3-zahnigen Polypyridylliganden wie 2,2'-Bipy- 
ridin, Bipyrazin, Phenanthrolin, Terpyndyl oder deren 
Abkommlinge handelt. 

5 Phosphoreszierende Polyelektrolygtaggregate nach 
Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
den lumineszierenden Verbindungen um die Tnskom- 
plexe des Ruthenium(II) mit 2,2 -bipyridyl, 1,10-phen- 
anthrolin, 4,4-diphenyl-2,2'-bipyridyl und 4,7-diphe- 
nyl-1 10-phenantroline als Liganden handelt. 

6 Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate nach 
Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet daB es sich bei 
den lumineszierenden Verbindungen um Carbonyl- 
komplexe von Re(I) mit zusatzlichen Diiminliganden 
wie Abkommlinge von 2,2'-Bipyridyl und 1,10-Phen- 
anthrolin handelt. 

7 Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
den lumineszierenden Verbindungen um Porphynne 
mit Pt(ID oder Pd(H) als Zentralatom handelt. 

8 Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB es sich bei 
den umhullenden Polyelektrolytmolekulen um Homo- 
polymere handelt, die sich durch das Vorhandensein 
von hydrophoben und hydrophilen Bereichen aus- 
zeichnen. 

9 Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate nach 
Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
den umhullenden Polyelektrolytmolekulen wie Poly- 
stvrensulfonsaure, oder Poly vinylbenzoesaure handelt 

10 Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
den umhullenden PolyelektrolyUnolekulen um Copoly- 
mer bestehend aus hydrophoben Monomeren und 
anionisch geladenen Monomeren handelt. 

11 Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
den umhullenden Polyelektrolytmolekulen um Copoly- 
mere bestehend aus Polyacrylonitril und Polyacryl- 
saure handelt, wobei der Anteil an Polyacry lsaure mehr 
als 25% betragt 

12 Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
den umhullenden Polyelektrolytmolekulen um Copoly- 
mer bestehend aus einem anionisch geladenen Mono- 
mer und einem zweiten Monomer mit einer reaktiven 
Gruppe zum kovaiente Koppeln von Biomolekulen 

handelt. , 

13 Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
den umhullenden Polyelektrolytmolekulen um Copoly- 
mer mit CarboxyK Amino- oder Epoxygruppen han- 
delt. , 

14 Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
den umhullenden Polyelektrolytmolekulen vorzugs- 
weise um ein Copolymer bestehend aus Styrnsulfon- 
saure und Vinylbenzoesaure handelt. 

15 Phosphoreszierende Polyelektrolytaggregate nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
dem umhuUenden Polyelektrolytmolekulen um katio- 
nisch geladene Polyelektrolytrnolekule handelt. 

16. Verfahren zur Herstellung von phosphoreszieren- 
den Polyelektrolytaggregaten nach Anspruch 1 wobei 
die Aggregate durch Mischcn einer wassngen Poly- 
elektrolytlosung und einer Metall-Ligand-Komplex 
Losung hergesteUt werden. 

17. Verfahren zur Herstellung von phosphoreszieren- 
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den Polyelekiroiytaggregaten nach Anspruch 1 wobei 
das Losungsmittel der Metall-Ligand-Komplex L6- 
sung rnit Wasser mischbar ist und vorzugsweise Was- 
ser, Rthanol, Methanol oder Aceton ist 

18. Verwendung der phosphoreszierenden Polyelek- 5 
trolytaggregate nach den Anspruchen 1-15 zurMarkie- 
rung und zum Nachweis von Molekiilen insbesondere 
von Biomolekulen aus der Gruppe der Toxine, Hor- 
mone, Hormonrezeptoren, Peptide, Proteine, Lektine, 
Oligonukleotide, Antikorper, Antigene, Viren und 10 
Bakterien. 

19. Verwendung der phosphoreszierenden Polyelek- 
trolytaggregate nach den Anspruchen 1-15 zurn Nach- 
weis von Molekiilen insbesondere von Biomolekulen 
aus der Gruppe der Toxine, Hormone, Hormonrezepto- 15 
ren, Peptide, Proteine, Lektine, Oligonukleotide, Anti- 
korper, Antigene, Viren und Bakterien 

20. Verwendung der phosphoreszierenden Polyclck- 
trolytaggregate nach den Anspruchen 1-15 als Refe- 
renzstandards zur Referenzierung von Huoreszenzin- 20 
tensitatssignalen von fluorimetrischen Assays. 

21. Verwendung der phosphoreszierenden Polyelek- 
trolytaggregate nach den Anspruchen 1-15 zur Refe- 
renzierung von Fluoreszenzintensitatsassays wobei 
durch die Zugabe des Referenzstandards zur Probe die 25 
Information der Huoreszenzin tensi tat in ein Phasensi- 
gnal oder einen zeitabhangigen Parameter umgewan- 
delt wird. 

22. Verwendung der phosphoreszierenden Polyelek- 
trolytaggregate nach deri Anspruchen 1-15 zur Refe- 30 
renzierung des Fluoreszenzintensi tats signals von opti- 
schen Fluoreszenzsensoren wobei die phosphoreszie- 
renden Poly elektrolytaggreg ate mit dem Fluoreszenz- 
indikator in einer festen Phase gemeinsam immobili- 
siert werden. 35 

23. Verwendung der phosphoreszierenden Polyelek- 
trolytaggregate nach den Anspruchen 1-15 fur Lurni- 
neszenzbindungsassays auf der Basis strahlungslosen 
Energietransfers, zum Nachweis von Proteinen, Anti- 
gen, Viren, Mikroorganismen, DNA- und RNA-Frag- 40 
menten sowie Oligonukleotiden, dadurch gekennzeich- 
net, daB der eingebaute Phosphoreszenzfarbstoff als 
Donor fungiert. 

24. Verwendung der phosphoreszierenden Polyelek- 
trolytaggregate nach den Anspruchen 1-15 als hoch- 45 
empfindliche Sonde fur hydrogeologische Suromungs- 
untersuchungen. 

25. Phosphoreszierende Polyelektolytaggregate, da- 
durch gekennzeichnet, daB ein oder mehrere Molekule 
eines lumineszieren Metall-Liganden Komplexes von 50 
einem einzelnen oder mehreren Molekiilen eines Poly- 
elektrolyten umhiillt werden, diese Aggregate Lumi- 
neszenzabklingzeiten im Bereich von 100 Nanosekun- 
den bis 10 Millisekunden aufweisen, in wassrigen Pro- 
ben gelost voriiegen und daB die Polyelektrolythulle 55 
den angeregten Zustand der Metall-Liganden Kom- 
plexe abschirmt und damit die Lumineszenzloschung 
durch viele Bestandteile der Probe eliminiert oder zu- 
mindest abschwacht, aber die Lumineszenzloschung 
durch molekularen Sauerston 0 zu rnindest teilweise er- 60 
halten bleibt. 

26. Verwendung der phosphoreszierenden Polyelek- 
trolytaggregate nach den Anspruch 25 zur quantitati- 
ven Bestimmung des Gelostsauerstolfs in wassrigen 
Mcdicn. 65 
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